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第１章 緒言 
 
１．１． 乳酸菌について 
 乳酸菌は、広義には糖を発酵して多量の乳酸を生産する細菌の総称であり、古くから
人間の生活に深く結びついた有用な微生物である。グラム陽性の桿菌または球菌であり、
カタラーゼ陰性、ビタミン B 群のうちナイアシンを必須要求するなどの特徴がある。
自然界では、乳酸菌は乳や植物を原料とした発酵食品、腸管内などに分布している。近
年、我々は、ヨーグルト、チーズ、バターなどの発酵乳や漬物、醸造酒などに乳酸菌を
利用しておいしさを享受するばかりでなく、整腸作用、抗腫瘍性、血圧降下作用、血糖
値の上昇抑制など乳酸菌によって健康も享受してきた 1。 
 乳酸菌の保健効果に関する着目は、1908 年にノーベル賞受賞者であるメチニコフが
「不老長寿説」を唱えたことに始まる。これは、発酵乳を多く摂取しているコーカサス
地方の人々が長寿であることから、ヨーグルトの中に含まれる乳酸菌により腐敗菌の作
用を抑制するという考え方を提案し、現在の乳酸菌研究の先駆けとなる考え方であると
されている。乳酸菌の保健効果は、乳酸菌が腸内細菌や病原菌と相互作用することや、
乳酸菌が宿主細胞とクロストークすることなどによると考えられている。腸内細菌や病
原菌などと相互作用するには、栄養の競合による排除や抗菌物質の産生、他の微生物の
生育に必要な物質の産生が重要であるため、乳酸菌が生きていることが必要と考えられ
る。一方、宿主細胞に作用するには、宿主の細胞が乳酸菌を認識することによるため、
乳酸菌の生死にかかわらず、乳酸菌の保有する菌体成分が重要であると考えられている
2。 
 
１．２．乳酸菌の免疫調節作用 
 乳酸菌の様々な保健効果の中でも最も多く研究されている機能は免疫調節作用であ
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り、様々な機能性乳酸菌が世界中で開発され、食品やサプリメントとして利用されてい
る（表 1.1）。本研究で対象とする、Lactobacillus acidophilus L-92株（以下、L-92株）
は、花粉症や通年性アレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎などアレルギー症状への改善
効果や冬季の感染防御効果が確認されている免疫調節機能を有する乳酸菌である。L-92
株は、Ovalbumin (OVA)感作によるアレルギーモデルマウスに各種乳酸菌の発酵乳を
経口投与し、血中 Immunoglobulin（Ig）E抗体価の上昇抑制効果を比較した結果、IgE
産生抑制効果の高い乳酸菌として選別された 3。その後、様々な症例試験においてアレ
ルギー症状の改善効果が実証されている。例えば、花粉症や通年性アレルギー性鼻炎、
アトピー性皮膚炎などアレルギー症状の緩和効果が確認されている。花粉症への効果に
ついては、スギ花粉飛散時期に、花粉症の症状をもつ被験者を対象に試験をした結果、
L-92 株を含む飲料を摂取した群では L-92 株を含まない飲料を摂取した群と比較して、
眼の症状スコアが有意に改善した 4。通年性アレルギー性鼻炎をもつ患者を対象に行っ
た試験では、L-92株を含む飲料を摂取した群では L-92株を含まない飲料を摂取した群
と比較して、鼻の症状が有意に改善し、眼の症状は改善傾向が示された 5。アトピー性
皮膚炎については、小児と成人においてそれぞれ有用性が確認され、小児を対象とした
試験では、L-92株を摂取した群では L-92株を摂取しない群と比較して、症状の緩和の
程度が大きいことが示され、また血中のヘルパーT細胞（Th）のサブセットである Th2
マーカーである Thymus and activation-regulated chemokine（TARC）値の上昇も抑
制された 6。成人を対象とした試験では、L-92 株を摂取した群では L-92 株を摂取しな
い群と比較して、皮膚炎スコアが有意に改善し、アレルギー性の炎症に伴って増加する
血中の好酸球数が減少し、制御性 T細胞（Treg）誘導因子の一つである Transforming 
growth factor （TGF-）が増加した 7。近年では、L-92株の感染防御効果も確認され
ており、L-92 株を摂取した群では L-92 株を摂取しない群と比較して、唾液中から A
型インフルエンザウイルスが検出された人の割合が有意に少ないことも確認されてい
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る 8（表 1.2）。 
 
１．３．アレルギー性疾患について 
 アレルギーとは、特定の異物に対して起こる過剰な免疫応答であり、日本や先進諸国
ではアレルギー性疾患の罹患者数は増加している。アレルギーには様々な型があるが、
花粉症や鼻アレルギー、アレルギー性喘息、蕁麻疹、アナフィラキシーなどは I型アレ
ルギーとして分類され、即時型アレルギーとも呼ばれる。アレルゲン（抗原）に暴露さ
れると B細胞から IgE 抗体が産生され、マスト細胞や好塩基球上の受容体に IgEが結
合するとヒスタミンなどが放出されて、血管拡張や気管支収縮が起こり、皮膚の紅斑や
かゆみ、鼻づまりやくしゃみなどのアレルギー症状を示す 9。 
 アレルギー性疾患の発症には、主に生活習慣や遺伝的素因などの内的要因と、大気環
境汚染や居住環境などの外的要因が深く関わっているとされる。さらに、その原因の一
つとして「衛生仮説」が提唱されており、これは、公衆・衛生環境が改善されて成長期
に微生物に接触する機会が減ることで、免疫系の発達が不十分になるというものである
10。ヘルパーT細胞のうち Th1細胞は、主に細胞性免疫のなかでマクロファージや樹状
細胞などの貪食作用を活性化させ、Th2 細胞は主に液性免疫のなかで B 細胞を刺激し
て抗体産生を活性化させるが、相対的に Th1細胞より Th2細胞が優位であれば、アレ
ルギー性疾患が増大する 9。つまり、衛生仮説は、Th2 優位である出生時の状態から、
成長とともに微生物に接触して Th1 が発達する機会が不十分になることで、Th1 細胞
と Th2 細胞のバランス（Th1/Th2 バランス）が乱れてアレルギー性疾患の発症に関与
するとされている。 
 
１．４．一般的な乳酸菌の宿主免疫系への作用 
 乳酸菌の有効性を検証するための臨床試験については世界中で数多く報告されてお
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り、ロタウイルス感染による急性下痢、過敏性腸症候群、クローン病や潰瘍性大腸炎な
どの炎症性腸疾患、アトピー性湿疹などのアレルギー性疾患に対する有効性が示されて
いる 11。このような臨床試験の結果、乳酸菌は生体に対して免疫調節作用を有すること
が示唆されるが、その詳細な作用メカニズムは明らかとなっておらず、またその効果が
乳酸菌株毎に異なっている点に関しても理由は不明である。経口摂取された乳酸菌は腸
管へ到達し、腸管の様々な部位において宿主細胞による乳酸菌の菌体成分が認識される
と考えられている。腸管上皮細胞による乳酸菌の菌体成分の認識により、上皮細胞から
のサイトカインの産生やβディフェンシンの産生、タイトジャンクション保護や抗アポ
トーシスなどが報告されている 12。また、外部から病原体を含む様々な抗原が侵入する
腸管では、主に小腸のパイエル板や腸間膜リンパ節に免疫細胞が集合しており、体内最
大の免疫機能を担っている。腸管免疫系において、貪食細胞である樹状細胞により乳酸
菌の菌体成分が認識されると、樹状細胞からのサイトカインの産生や抗原提示の補助刺
激分子の発現が促進され、その後の免疫応答につながるとされている 12。 
一方、L-92 株をはじめとして、免疫系に作用すると考えられている多くの機能性乳
酸菌の作用メカニズムに関しては必ずしも統一された説明がなされていない。その理由
の一つに、乳酸菌といっても菌種や菌株によって、遺伝子や菌体の特徴上の違いなどに
より宿主への作用が大きく異なることによると考えられる。また、評価法が統一されて
おらず、用いる評価方法によって得られる結果が異なるということも考えられる。メカ
ニズムの研究に関しては、経口摂取により乳酸菌菌体が腸管に到達して腸管免疫系に作
用するものと考えられ、主にパイエル板に存在する免疫細胞への直接作用に着目した研
究が主流となっている。 
 
１．５．L-92株の作用メカニズムのまとめと課題 
 ヒト試験で明らかとなった L-92 株の免疫調節効果について、その作用メカニズムの
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解明を目的として、in vivo、in vitro の様々な試験が報告されている。Cluster of 
differentiation（CD）4+ナイーブ T 細胞、抗原提示細胞、OVA と L-92 株を共培養す
ると、L-92 株を添加しない場合と比較して Interferon （IFN-）の産生が増加し、
Interleukin（IL）-4 の産生が減少したことから、L-92 株は Th1 細胞を活性化させて
Th2細胞を抑制し、Th1/Th2バランスの崩れを改善することが示唆された 13。さらに、
Th1細胞と Th2細胞を抗原提示細胞、OVAに L-92株を添加して培養すると、L-92株
を添加しない場合と比較して Th1 細胞、Th2 細胞にアポトーシスを誘導し、その割合
は Th2細胞の方がより高いことも示された。さらに、L-92株の添加により樹状細胞に
補助刺激分子であるHuman B7 Homolog 1（B7-H1）、Human B7 Homolog 2（B7-H2）
が発現上昇し、T細胞にアポトーシスを誘導することで L-92株が Th1/Th2バランスを
調節することが示唆された 13。さらに、アトピー性皮膚炎マウスに L-92 株を経口投与
した場合と投与していない場合において、脾臓および頸部リンパ節の
CD4+CD25+Foxp3+Treg 細胞の割合を調べた結果、L-92 株を投与したマウスでは投与
していないマウスに比べ、脾臓、頸部リンパ節ともに Treg の割合が増加していた。ま
た、炎症部位である耳の組織において、Tregのマーカーである Foxp3、Treg誘導因子
である TGF-や IL-10のmRNA発現量が増加していたことから、アレルギー状態にお
いては L-92 株が Treg を誘導して炎症を抑えることが示唆された 14。また、L-92 株を
経口投与したマウスと投与していないマウスにおいて、インフルエンザウイルスを経鼻
感染させた結果、L-92株を投与したマウスでは L-92株を投与していないマウスに比べ
て症状が軽く、肺中のウイルス価も有意に低かった。また、L-92株の投与で肺のNatural 
Killer（NK）細胞活性が上昇しており、L-92株は NK細胞を活性化させ、インフルエ
ンザウイルスを予防することが示唆された 15。これらの知見を元に推察される作用メカ
ニズムを図 1.1にまとめた。 
 このように、L-92 株は免疫系に作用し、樹状細胞などの抗原提示細胞を介して
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Th1/Th2 バランスの調節、Treg の誘導を引き起こすことでアレルギー症状を改善する
ことが、また、NK細胞の活性を上昇させることで感染防御に関与することが示唆され
ている。しかしながら、L-92 株が腸管に到達して樹状細胞に接触するまでの過程は不
明であるとともに、様々な乳酸菌の中で L-92 株がなぜ免疫調節能を有するのかなどは
未だ解明されていない。 
  
１．６． 本研究の目的とアプローチ 
 本研究の目的は、他の乳酸菌においてもまだ確認されていない乳酸菌の樹状細胞への
取り込み、すなわち経口摂取により腸管に到達した L-92 株が腸管免疫系へ作用する経
路の解明と、それによって起こる生体応答を評価することにある。小腸パイエル板の上
皮に存在する“M 細胞”と呼ばれる細胞に取り込まれることで体内に存在する樹状細
胞へと接触し、以降の宿主腸管免疫応答を引き起こすことの実証を試みた。その際に、
関与する分子を宿主側と乳酸菌側で特定し、その関与を排除した場合に免疫応答が起こ
るのかどうかについても評価した。またその結果、L-92 株の菌体が免疫系に作用する
ための分子的特徴を明らかにし、腸管免疫系に作用するための乳酸菌としての特徴を考
察し、さらには、樹状細胞に取り込まれた L-92 株の菌体がどのような初期の免疫刺激
をするのかを理解することも目的とした。また、経口的に摂取した L-92 株の菌体が腸
管上皮細胞にどのように作用するのかについても理解を深めるために検討を行った。腸
管におけるパイエル板の割合は少なく、L-92 株が免疫系以外の腸管全体への上皮細胞
への作用に関しても重要な役割を持つと考え、その意義性に関して理解することを目的
とした。これらの研究を通して、機能性乳酸菌として開発された L-92 株が、乳酸菌の
中で腸管への刺激においてどのような利点があり、今後どのような機能開発への期待が
持てるものかについても考察を加えたい。 
 より具体的には、図 1.2に示すように、3ステップに分けて研究を行った。第 2章に
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示す研究においては、経口摂取された L-92 株が宿主に対して免疫調節作用を発揮する
ために、L-92株の菌体がM細胞から取り込まれて樹状細胞に取り込まれることを、蛍
光標識した L-92株を用いて共焦点顕微鏡観察することで検証した。さらに、宿主のM
細胞と L-92 株の両方において M 細胞からの取り込みに関与する分子の解明を、M 細
胞特異的に発現する分子への結合性評価および、プロテオーム解析による分子比較によ
ってそれぞれ行った。その結果から、L-92 株の免疫調節作用における特徴付けに関し
て考察を加えた。また、宿主側の重要分子の欠損により L-92 株の刺激を排除された状
態における、生体側の応答に関しても評価を行った。 
 第 3 章の研究では、L-92 株の菌体が樹状細胞に取り込まれた後の細胞内での免疫応
答について調べた。In vitro において L-92 株が樹状細胞に接触した際の遺伝子発現変
化を解析するため、マクロファージ様に分化させた樹立細胞をモデルとして L-92 株に
対する応答をマイクロアレイによって解析した。L-92 株への接触初期と後期に分けて
解析し、L-92株への応答パターンを分析することで Th1/Th2バランスの改善や制御性
T細胞の誘導などに至る細胞内の応答に関する一連の流れを推定した。 
 一方、第 4 章においては、L-92 株の腸管上皮細胞に対する影響を推察するために、
小腸上皮細胞様の樹立細胞を用いた細胞応答に関して評価した。L-92 株に接触した細
胞の応答を解析するためにマイクロアレイ解析を行い、さらに、複数の L. acidophilus
株を用いて上皮細胞への接着性を比較することで、上皮細胞への接着性に関与する乳酸
菌分子についても推察した。 
 これらの結果をもとに、5 章では L-92 株の腸管免疫系への作用機序をまとめ、腸管
への影響における利点や菌体としての特徴的な性質を考察した。さらに、課題を整理し
今後の応用展開についても議論した。 
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図1.1 これまでの研究から示唆されるL-92株の免疫調節の作用メカ
ニズム
L-92株が樹状細胞（DC）などの抗原提示細胞に貪食され、①IFN-産生
誘導およびIL-4産生抑制によりTh1細胞活性化/Th2細胞抑制、②TGF-
およびIL-10産生誘導により制御性T細胞が増加して過剰なT細胞を
抑制し、③DC表面にB7-H1, B7-H2補助刺激分子発現上昇により過剰
なT細胞にアポトーシスを誘導によってTh1/Th2バランスを改善し、アレ
ルギー症状を緩和する。また、④NK細胞の活性化により感染防御に
はたらく。
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?
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図1.2 本研究のアプローチまとめ
①第2章では、腸管に到達したL-92株が体内に存在する樹状細胞に認
識される経路を、M細胞に着目して解明を試みた。②第3章では、L-92
株に対する樹状細胞の免疫応答の解明を目的として、細胞株を用い
た検討を行った。③第4章では、L-92株に対する腸管上皮細胞の応答
と、腸管上皮細胞への接着性に関与する分子について調べた。
①L-92株の小腸パイエル板からの取
り込みと関連分子の解析（第2章）
②L-92株の免疫細胞への作用の解明（第3章）
③L-92株の腸管上皮への
作用の解明（第4章）
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菌株 主な機能 メーカー
Lactobacillus rhamnosus GG 子供のアトピー性皮膚炎の予防
花粉症の症状抑制
バリオ
Lactobacillus johnsonii Lj-1 サルモネラワクチンの効果増強 ネスレ
Lactobacillus acidophilus NCFM 下痢の抑制 ダニスコ
Lactobacillus casei Shirota 下痢の抑制
花粉症の症状抑制
がん予防
ヤクルト
Lactobacillus bulgaricus OLL1073R-1 インフルエンザ感染抑制
NK細胞活性化
明治
Bifidobacterium longum BB536 花粉症の症状抑制 森永
Lactobacillus pentosus S-PT84 インフルエンザ感染抑制
NK細胞活性化
サントリー
表1.1 食品やサプリメントとして利用されている乳酸菌
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症例 人数：試験群 期間 結果 （プラセボ群と比べてL-92
群において）
参考文献
花粉症 12:L-92株（殺菌発酵乳）群
11:プラセボ群
6週間 眼の症状スコアが改善 4
通年性アレル
ギー性鼻炎
20:L-92株（殺菌発酵乳）群
20:プラセボ群
8週間 鼻の症状スコアが改善
眼の症状スコアが改善傾向
5
小児アトピー 26:L-92株（殺菌粉末）群
24:プラセボ群
8週間 症状の緩和の程度が大きかった
血中TARC値の上昇抑制
6
成人アトピー 24:L-92株（タブレット）群
25:プラセボ群
8週間 皮膚炎スコアが改善
血中好酸球数が減少
血中TGF-が増加
7
インフルエンザ 111：L-92株（ヨーグルト）群
110：非摂取群
8週間 唾液からA型インフルエンザウイ
ルスが検出された人の割合減少
8
表1.2 L-92株を用いた症例試験
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第２章 L-92株の小腸パイエル板からの取り込みと関連分子の解析 
 
 本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以内
に出版予定。 
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第３章 L-92株の免疫細胞への作用の解明 
 
３．１． 緒言 
 第 2章では、L-92株菌体が小腸パイエル板のM細胞から取り込まれ、樹状細胞へ受
け渡されること、さらにそのためには L-92 株菌体の表層タンパク質である SlpA が M
細胞上の Uromodulin に結合することが重要であることを報告した。M 細胞から取り
込まれた L-92 株の菌体が樹状細胞にも取り込まれることを確認し、これが腸管免疫系
における初期の刺激を引き起こすことが推測されるが、樹状細胞に取り込まれた L-92
株がどのように細胞を刺激するのかについては全く不明である。そこで本章では、まず、
L-92 株の菌体が樹状細胞に取り込まれた後の生体免疫応答について解析することを目
的とした。乳酸菌に対する生体の免疫応答を調べるために、過去に、様々なアプローチ
が用いられている。特に生体における免疫応答を調べるためには、生体試料の選択がポ
イントとなると考えられる。例えば、ヒトの血液から分離した単球を用いた評価系や 46、
マウスのパイエル板、腸間膜リンパ節、脾臓細胞などから分離した樹状細胞を用いた評
価系や 47、THP-1 細胞などの樹立細胞株を用いた評価系 48-50などの試験成績が報告さ
れている。 
本章では、L-92株がM細胞から取り込まれた後の樹状細胞における免疫応答を推測
するために、簡便な方法として THP-1細胞を用いた方法にて、L-92株の菌体と接触し
た THP-1 細胞においてどのような遺伝子発現応答が認められるかをマイクロアレイを
用いて解析した。THP-1 細胞はヒト単球性白血病細胞株であり、刺激を与えることに
よりマクロファージ様に分化することが知られており、貪食や免疫応答の解析に多用さ
れている。その刺激の方法も様々なものが報告されているが、今回、Dimethyl sulfoxide
（DMSO）と IFN-により刺激を与える方法を用いた文献 51を参考に本実験を行った。 
 
52 
 
 
３．２． 実験方法 
３．２．１． 乳酸菌の培養と殺菌処理 
 L-92株をMRS培地で 20時間、静置培養し、その菌体を 8,000 rpm、5分間の遠心
分離により集菌した。菌体を PBSに懸濁した後、100℃で 10分間熱湯中に放置して殺
菌し、THP-1細胞との共培養試験に用いた。菌体の構成成分が THP-1細胞に与える影
響を評価するため、殺菌体を用いて実験を行った。 
 
３．２．２． L-92菌体と THP-1細胞の共培養 
 THP-1細胞を、HS研究資源バンクより入手し、不活化した FBSを 10%、ストレプ
トマイシン（100 g/ml）（GIBCO）、ペニシリン（100 U/ml）を添加した RPMI-1640
（シグマ）培地で、37℃、5% CO2/95% air 条件下で培養した。培養した THP-1細胞
を 5 x 106 cells/mlとなるように 6穴プレートに 2 ml添加し、DMSO（シグマ）を 1.2% 
(V/V)となるように加えて 24時間培養した後、IFN-（R&D system）を 5000 U/mlと
なるように加えてさらに 16 時間培養した。続いて、L-92 の菌体を、5 x 109 cells/ml
となるように RPMI-1610 培地に懸濁した懸濁液を 200 l 添加し、共培養した。乳酸
菌懸濁液を非添加の THP-1 細胞をコントロールとして調製した。乳酸菌菌体と共培養
した THP-1を、4時間後、または 20時間後に回収して、各群 n = 3にてマイクロアレ
イ解析用試料とした。腹腔内マクロファージに乳酸菌を接触させた研究で、乳酸菌種に
より 4時間と 24時間後の腹腔内マクロファージでの分解されやすさと、それに伴うサ
イトカイン産生プロファイルが異なることが報告されている 52ことから、本知見を参考
に 4時間後と 24時間後の 2時点における応答解析を実施した。 
 
３．２．３． RNA 抽出とマイクロアレイ解析 
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 乳酸菌と共培養した THP-1細胞を 4℃、1,500 rpm、10分間、遠心分離して回収し、
PBSで 2回洗浄した後、RNAlater（Thermofisher）中で保存した。RNeasy Mini Kit
（QIAGEN）を用いて添付のプロトコルに従い、全 RNA を抽出した。抽出した RNA
をそれぞれ 5 g用い、ヒトの遺伝子約 28,869種の全配列遺伝子がプローブとしてセッ
トされている GeneChip® Human Gene 1.0 ST Array（Affimetrix）にてマイクロアレ
イ解析を行った。マイクロアレイ解析は、理化学研究所の中央支援にて実施した。 
 
３．２．４． 統計解析と機能解析 
 マイクロアレイのデータ解析は、GeneSpring software version 6.1（Silicon 
Genetics）を用いて行った。発現データはコントロールと比較して 2倍以上の差がある
もので、unpaired t-test with the Benjamini-Hochberg post test検定で P値が 0.05よ
り小さいものを有意な差として以降の解析に用いた。さらに、遺伝子群の生物学的ネッ
トワーク相互作用を知るために、Ingenuity Pathways Analysis（IPA）を用いて解析
を実施した。 
 
３．２．５． Quantitative polymerase chain reaction（qPCR）による発現解析 
 マイクロアレイ解析で得られた結果の定量性を検証するために、一部の遺伝子に関し
て、qPCRによる定量を行った。1 gの全 RNAを鋳型として、Superscript III First 
strand cDNA Synthesis System（Invitrogen）を用いて cDNAを合成した。得られた
cDNA を蒸留水で 3 倍希釈して鋳型として用い、SYBR® Premix Ex TaqTM II（Tli 
RNaseH Plus）を使用して、付属のプロトコルに従い qPCRを行った。 
qPCRに用いたプライマーを以下に示す。 
TNF (forward) ：5′-AGATGATCTGACTGCCTGGG-3′ 
TNF (reverse)： 5′-CTGCTGCACTTTGGAGTGAT-3′ 
54 
 
CRLF2 (forward) ：5′-CTGATGCCACGAAAATCTCA-3′ 
CRLF2 (reverse)： 5′-TTCTCCATCAGGAATGGGAC-3′, 
GAPDH (forward)： 5′-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3′ 
GAPDH (reverse) ：5′-TGGTGAAGACGCCAGTGGA -3′ 
CD86 (forward)： 5′-AGAGGAGCAGCACCAGAGAG-3′ 
CD86 (reverse) ：5′-CAGAAGCAGCCAAAATGGAT-3′ 
STAT4 (forward)： 5′- CACAGCTACATGCATTGGATT- 3′ 
STAT4 (reverse)： 5′-CGTGTTTCCAAAGAGAAAAACC-3′ 
IL8 (forward) ：5′-CTGGCCGTGGCTCTCTTG-3′ 
IL8 (reverse) ：5′-CCTTGGCAAAACTGCACCTT-3′ 
IDO1 (forward) ：5′-CTACCATCTGCAAATCGTGACTAAGT-3′ 
IDO1 (reverse) ：5′-GAAGGGTCTTCAGAGGTCTTATTCTC-3′ 
 
 
３．３． 結果 
３．３．１． L-92株の刺激により変動した遺伝子群の解析 
 L-92株の菌体添加 4時間後（初期）、24時間後（後期）に THP-1細胞において、コ
ントロールと比較して、それぞれ有意に発現上昇または発現低下した遺伝子は、初期で
282遺伝子、後期で 2411遺伝子であった。これらの遺伝子を IPA解析に供し、対象と
する遺伝子に統計的に最も有意に関わる生物学的機能を推定した結果、今回最も変動し
た遺伝子群が関連するのは「Hematological process」というネットワークであり、初
期で変動した遺伝子は 66個、後期で変動した遺伝子は 253個が含まれていた。より詳
細に変動遺伝子を分析すると、初期で変動した遺伝子群は転写因子やサイトカインなど
が主であり、後期で変動した遺伝子群は転写因子やサイトカインに加えて酵素、細胞膜
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受容体、キナーゼなどが多く含まれていた（表 3.1）。 
 
３．３．２． L-92株の刺激による遺伝子の変動パターンの解析 
 変動した遺伝子群をより詳細に理解するため、L-92 株の刺激によって変動する
THP-1 遺伝子の変動をパターン分類した。4 時間後に未刺激の細胞に比べて 4 倍以上
変動し、4 時間後から 24 時間後では 4 倍以下の変動を示した遺伝子を「初期変動型遺
伝子」として、4 時間後には 4 倍以下の変動で、4 時間後から 24 時間後では 4 倍以上
変動した遺伝子を「後期変動型遺伝子」として、4 時間後および 4 時間後から 24 時間
後の両方で 4倍以上変動した遺伝子を「継続的変動型遺伝子」として分類した。その結
果、「初期変動型遺伝子」にはNFkBや JUNを初めとする転写因子や TNF、CCL4や
CCL3などのサイトカインやケモカイン、SOD2や HMOXといった抗酸化関連遺伝子
が含まれていた（表 3.2）。「後期変動型遺伝子」には、細胞外から取り込んだ抗原をヘ
ルパーT細胞に提示するクラス II 抗原提示分子（MHCII）（HLA-DQA1）や、ナイー
ブT細胞の活性化に必要なCD80やCD86などの補助刺激分子の発現が上昇していた。
さらに、インターロイキン受容体などの膜貫通型受容体や、IL12、IL6や CCL22など
のサイトカイン、そして転写因子や酵素などが含まれていた。「継続的変動型遺伝子」
には、IL1、IL8などのサイトカインや酵素 IDO1（indoleamine 2,3-dioxygenase 1）
が含まれていた。 
 
３．３．３． qPCRによる定量性の確認 
 「初期変動型遺伝子」として、TNFを、「後期変動型遺伝子」として、CRLF2、CD86、
STAT4を、「継続的変動型遺伝子」として、IL8と IDO1を選んで、マイクロアレイに
よる遺伝子変動の解析結果を、qPCR 法により定量的に解析した。その結果、「初期変
動型遺伝子」である TNFは、応答初期（黒棒グラフ）は 4倍以上発現上昇したが、応
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答後期（白棒グラフ）は発現があまり変動しておらず、応答初期のみに発現上昇したと
いうマイクロアレイ解析による分類通りの結果が得られた（図 3.1）。「後期変動型遺伝
子」である CRLF2, CD86, STAT4は、応答初期の発現変動は 4倍以下であったが、応
答後期は 4倍以上の発現上昇しており、こちらも応答後期に著しく発現上昇したという
マイクロアレイ解析による分類通りの結果が得られた。「継続的変動型遺伝子」である
IL8と IDO1は、応答初期も応答後期も 4倍以上発現上昇しており、応答初期から後期
にかけて継続的に発現上昇したという分類通りの結果が得られた。マイクロアレイ解析
より定量性の高い qRT-PCRにおいても、先の分類通りの結果が得られたことから、こ
れまでの解析が正確に行われたことが推察された。 
 
３．３．４．THP-1細胞における L-92株に対する応答遺伝子応答経路の解析 
 これまでの解析結果を元に、L-92 株に対する初期応答と後期応答についてそれぞれ
まとめた結果を図 3.2、図 3.3 に示す。初期応答としては、転写因子の活性化とサイト
カインの産生などが主な応答であり、細胞表面受容体から転写因子のシグナル伝達を介
するマイトジェン活性化プロテインキナーゼ（MAPK）細胞シグナル経路や、細胞質内
パターン認識受容体であるNOD様受容体を介した経路などが活性化されていることが
示唆された（図 3.2）。また、応答初期には抗酸化関連遺伝子群も発現上昇していること
が示唆された。後期応答としては膜貫通受容体の発現、転写因子の活性化、サイトカイ
ンの産生などが主な応答であり、細胞表面受容体である Toll 様受容体を介した経路の
活性化により、炎症促進性のサイトカインやケモカインなどの転写が開始されると推察
された（図 3.3）。 
 
 
３．４．考察 
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第 2章に示すように、L-92株は小腸パイエル板のM細胞から取り込まれた後、樹状
細胞にさらに取り込まれ、腸管免疫における初期応答の引き金となることが推察された。
本章では、樹状細胞に到達した L-92 株の菌体がどのように免疫系に作用するのかに関
して、THP-1 細胞をマクロファージ様に分化させて解析した。THP-1 を用いた評価に
おいては、動物試験にみられるようなバラツキが少なく簡便な方法である点が大きな利
点である。また、THP-1に代表される培養細胞系での詳細解析結果は、一般的に、in vivo
試験結果における結果と相関すると考えられている。本章では、THP-1 培養細胞を用
いた L-92株に対する生体応答を、L-92株菌体の接触時間で初期応答と後期応答に分け
て発現変動した遺伝子群を分類した。応答初期では NFB などの転写因子の活性化を
引き金として、サイトカインやケモカインが産生されることが示唆された。後期応答に
おいては、転写因子とサイトカインの応答に加えて、抗原提示分子や補助刺激分子の発
現が上昇しており、また各種インターロイキン受容体の発現も上昇していたことから、
L-92株菌体の刺激を受けてナイーブ T細胞を活性化したり T細胞にシグナルを伝えた
り、サイトカインの情報をより効率的に受け取るように変化するものと推察された。ま
た、初期と後期共に発現上昇した IDO1はトリプトファンをキヌレニンに代謝する酵素
であり、局所的なトリプトファン枯渇と細胞毒性を有するキヌレニンにより、Treg の
誘導や T細胞の増殖抑制、T細胞へのアポトーシス誘導など免疫を抑制的に作用させる
との報告があり 53-55、L-92株によって引き起こされる Treg誘導や T細胞のアポトーシ
ス誘導に関与することが示唆された。L-92 株菌体が樹状細胞に取り込まれた後の、腸
管免疫系に与える影響について、これまでに推察された L-92 株の作用メカニズムと合
わせて推定して図 3.4 に示す。L-92 株の菌体が樹状細胞に取り込まれると、樹状細胞
の表面に抗原提示分子MHCIIや、補助刺激分子 CD80や CD86が発現し、ナイーブ T
細胞の活性化や T 細胞への情報伝達を行うことが推察された。さらに、各種サイトカ
インや抗酸化関連やアミノ酸代謝関連酵素が放出され、その中でも IL-12 が Th0 から
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の Th1細胞の分化に、IDO1が Tregの分化に関与することが示唆された。また、IL-12
は NK 細胞の活性化にも関与すると推察した。L-92 株菌体が樹状細胞に取り込まれる
ことにより、T細胞の Th1/Th2バランスを Th1側に傾けて調整することでアレルギー
症状の抑制や感染防御に関与することを、Treg を誘導することでも T 細胞を抑制して
炎症を抑えたり、アレルギー症状を抑制することが示唆された。 
今回、最初に IPA 解析に供することで最も有意に変動した遺伝子群である
「Hematological process」に着目したが、これまでに報告されている L-92株の作用メ
カニズムに関与する分子を個別に確認したところ、L-92 株の刺激により樹状細胞に発
現して T 細胞へのアポトーシスを誘導することが示唆されている補助刺激分子である
B7-H1 と B7-H211は、「Hematological process」には分類されなかったが、それぞれ
L-92 株の刺激により THP-1 細胞において発現上昇していた。よって、L-92 株菌体の
刺激により樹状細胞表面の B7-H1, B7-H2分子を発現誘導することによっても、T細胞
を抑制的に作用することも改めて示唆された。 
59 
 
 
 
 
図3.1 qPCRによるL-92株に対するTHP-1細胞の変動遺伝子の確認
THP-1細胞におけるL-92株の刺激に対して、応答初期に発現が上昇し
たTNF、応答後期に発現が上昇したCRLF, CD86, STAT4、連続的に発現
が上昇したIL8, IDO1について、qPCRで確認した。4時間後の発現比
（黒）、4時間後から24時間後の発現比（白）を示した。
Student’s t-test; n = 3, **p < 0.01, *p < 0.05, エラーバーはSDを示す。
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図3.2 L-92株に対するTHP-1細胞の初期応答
L-92株との接触4時間後に発現上昇したTHP-1細胞の特徴的な分子を
示す。KEGG解析によりグループ化される遺伝子を点線で囲んだ。
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図3.3 L-92株に対するTHP-1細胞の後期応答
L-92株との接触24時間後に発現上昇したTHP-1細胞の特徴的な分子
を示す。KEGG解析によりグループ化される遺伝子を点線で囲んだ。
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図3.4 L-92株が樹状細胞に取り込まれた後の、腸管免疫系に与える
影響の推定
L-92株の菌体が樹状細胞に取り込まれると、樹状細胞においてサイト
カインや酵素の発現が上昇し、T細胞の分化やNK細胞の活性化に影
響を与えると推測した。赤字で示した分子が、今回THP-1細胞を用いた
検討によって確認された。
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表3.1 IPA解析により、最も有意に関わる生物学的機能として推定された
”Hematological process”に関連する遺伝子群の分類
分類 4 時間 24 時間
Transcription regulator 19 53
Enzyme 5 31
Transmembrane receptor 7 28
Cytokine 14 24
Kinase 4 22
G-protein coupled receptor 2 10
Phosphatase 2 7
Growth factor 1 5
Peptidase 0 4
Ion channel 0 3
Ligand-dependent nuclear receptor 0 3
Transporter 0 1
Other 12 62
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表3.2 L-92株の刺激による、THP-1細胞の遺伝子変動のパターン分類
分類 Entrez 遺伝子名 シンボル
0-4時間 4-24時間
<初期変動型遺伝子> > 4.0 4.0 >
Cytokine
chemokine (C-C motif) ligand 4 CCL4 58.29 2.02
chemokine (C-X-C motif) ligand 11 CXCL11 27.97 2.28
chemokine (C-C motif) ligand 3 CCL3 20.04 2.77
tumor necrosis factor TNF 14.57 1.15
interleukin 1 receptor antagonist IL1RN 5.11 1.95
Transmembrane receptor
intercellular adhesion molecule 1 ICAM1 10.01 2.33
toll-like receptor 7 TLR7 6.63 0.32
Enzyme
superoxide dismutase 2, mitochondrial SOD2 10.04 2.50
heme oxygenase (decycling) 1 HMOX1 4.26 2.21
Transcription regulator
jun proto-oncogene JUN 4.99 2.72
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 NFKB1 5.18 2.21
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 2 (p49/p100) NFKB2 6.10 1.85
human immunodeficiency virus type I enhancer binding protein 2 HIVEP2 4.18 2.29
v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B RELB 4.34 1.04
<後期変動型遺伝子> 0-4 hr 4-24 hr
Transmembrane receptor 4.0 > > 4.0
interleukin 7 receptor IL7R 1.83 63.99
CD80 molecule CD80 1.74 61.40
cytokine receptor-like factor 2 CRLF2 2.02 52.00
CD86 molecule CD86 0.86 30.10
CD5 molecule CD5 1.10 16.20
interleukin 15 receptor, alpha IL15RA 2.06 4.37
major histocompatibility complex, class II, DQ alpha 1 HLA-DQA1 0.94 5.93
interleukin 2 receptor, alpha IL2RA 1.00 4.98
colony stimulating factor 2 receptor, alpha, low-affinity (granulocyte-macrophage) CSF2RA 0.85 4.15
Cytokine
interleukin 12B (natural killer cell stimulatory factor 2,  p40) IL12B 3.39 18.10
interleukin 6 (interferon, beta 2) IL6 1.08 54.45
interleukin 23, alpha subunit p19 IL23A 1.29 28.01
secreted phosphoprotein 1 SPP1 2.73 11.06
chemokine (C-C motif) ligand 22 CCL22 1.07 17.16
chemokine (C-C motif) ligand 19 CCL19 1.13 9.65
Transcription regulator
early B-cell factor 1 EBF1 1.12 41.89
signal transducer and activator of transcription 4 STAT4 1.42 23.28
runt-related transcription factor 1; translocated to, 1 (cyclin D-related) RUNX1T1 0.97 8.18
zinc finger protein, multitype 2 ZFPM2 1.05 5.65
B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc finger protein) BCL11A 0.85 6.92
growth factor independent 1 transcription repressor GFI1 -2.21 -5.00
Enzyme
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) PTGS2 2.58 14.29
adenosine deaminase ADA 1.07 9.62
sphingosine-1-phosphate lyase 1 SGPL1 1.06 5.90
3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2 PAPSS2 1.05 5.47
fibronectin 1 FN1 0.95 5.84
coagulation factor XIII, A1 polypeptide F13A1 -1.33 -12.62
<継続的変動型遺伝子> 0-4 hr 4-24 hr
Cytokine >4.0 >4.0
interleukin 1, beta IL1B 26.00 4.09
interleukin 8 IL8 16.28 4.84
interleukin 1, alpha IL1A 4.32 16.48
Epstein-Barr virus induced 3 EBI3 6.64 7.44
Enzyme
indoleamine 2,3-dioxygenase 1 IDO1 5.67 30.67
変化（倍）
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第４章 L-92株の腸管上皮への作用の解明 
 
４．１． 緒言 
 第 2 章、第 3 章での検討において、免疫調節作用を有する L-92 株は M 細胞を介し
て、その後の樹状細胞への取り込まれることを明らかにし、また、表層タンパク質 SlpA
を有するL-92株は効果的にM細胞から取り込まれることで腸管免疫系に作用すること
が推察された。その際に、L-92株の SlpAがM細胞上の Uromodulin結合性すること
が極めて重要なイベントであることを示すとともに、樹状細胞が L-92 株を貪食した際
の免疫応答についても推察した。 
M細胞以外の腸管上皮細胞への L-92株の作用は明らかとなっていないが、乳酸菌の
開発において、上皮細胞への親和性を重視したスクリーニングが多用されていることか
ら、L-92 株においても腸管上皮細胞に接着することで、宿主側に何らかのシグナルが
伝達され、何らかの応答を引き起こしている可能性もある。そこで本章では、腸管上皮
細胞への L-92 株の菌体の作用を網羅的に解析するため、腸管上皮細胞に L-92 株の菌
体が接触することで変動する遺伝子に着目して詳細解析を行った。 
 腸管上皮細胞と乳酸菌の宿主‐乳酸菌の相互作用に関する研究は多数報告されてお
り、近年、乳酸菌に応答して腸管上皮細胞で起こるイベントの解析例に対する報告が行
われている。例えば、ヒトの生検サンプル 56や、マウス腸管 57、そして Caco-2細胞な
どの樹立細胞株 58を用いた研究が報告されている。Caco-2 細胞は、実験条件が良く確
立されたヒト上皮樹立細胞株であり、輸送や代謝、栄養吸収など様々な実験系に用いら
れている 59-61。また、近年では宿主応答解析として、マイクロアレイ解析にも用いられ
ている 62-64。 
そこで今回は、「L-92乳酸菌」の腸管上皮への作用を解明するために、ヒト結腸癌由
来細胞株であり、条件よく培養すると小腸上皮様になることが知られている、Caco-2
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細胞を用いて実験を行うこととした。 
 
 
４．２． 実験材料および方法 
４．２．１． 乳酸菌と培地、培養方法 
 Caco-2 細胞における乳酸菌からの刺激に対する応答解析のための乳酸菌の調製は、
３．２．１．の方法に従った。Caco-2細胞の接着性には、前述の L-92株と CP23株に
加えて、自社保有の CP734 株、CP1400 株、CP1553 株、CP1554 株、CP1613 株、
CP2418株の合計 8種類の L. acidophilusの菌体を使用した。乳酸菌は全てMRS培地
で 37℃、20時間静置培養し、PBSにて 2回洗浄して実験に使用した。 
 
４．２．２． Caco-2細胞培養 
 ヒト結腸癌由来細胞 Caco-2細胞を、RIKEN Cell Bank より取り寄せ、DMEM培地
（Sigma）に 10% FBS（Hana-Nesco Bio）、1%非必須アミノ酸（Sigma）、ストレプ
トアビジン（100 μg/ml）およびペニシリン（100 U/ml）（Gibco）を添加し、37℃、5% 
CO2/95% air 条件下で培養した。培地を 1日おきに交換し、単層となった細胞は 0.25%
トリプシン（Sigma）を 5分間作用させて回収し、4.5 ×105 cells/wellとなるように 6
穴プレートに添加して培養した。培地を 1日おきに交換しながら 21日間培養し、小腸
上皮様に分化させたものを用いた。 
 
４．２．３． L-92株との共培養と Caco-2細胞の遺伝子発現解析 
 6 穴プレートに培養した Caco-2 細胞に、L-92 株の殺菌体を 1010 cells 添加し、4 時
間または 20 時間共培養した。乳酸菌非添加の Caco-2 細胞をコントロールとして準備
して、上記と同条件にて培養した。乳酸菌と共培養した Caco-2 細胞をスプレッダーに
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よりはがして、4℃、1,500 rpm、10分間遠心分離して回収し、PBSで 2回洗浄した後、
RNAlater中で保存した。RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用いてキットに添付されて
いるプロトコルに従い全 RNAを抽出した。抽出した 5 mg の全 RNAを用い、ヒトの
全遺伝子 28,869 個に対応したプローブがセットされている GeneChip® Human Gene 
1.0 ST Array（Affimetrix）を用いてマイクロアレイ解析を行った。マイクロアレイの
データ解析は、GeneSpring software version 6.1（Silicon Genetics）を用いて行った。
マイクロアレイの解析においては、遺伝子発現の強度をコントロール群のデータと比較
して、L-92 添加群で 2 倍以上の差があるものに対して、unpaired t-test with the 
Benjamini-Hochberg post test 検定で P値が 0.05より小さいものを有意な差として以
降の解析に用いた。 
 
４．２．４． 乳酸菌の Caco-2細胞接着性評価 
 乳酸菌の Caco-2細胞接着性評価は、文献 65を参考に実験を実施した。21日間培養し
た Caco-2細胞を PBS（pH 7.4）にて 2回洗浄した。乳酸菌を PBSで 2回洗浄し、108 
cells/mlとなるように 10% FBSおよび 1%非必須アミノ酸を添加したDMEM培地に懸
濁し、乳酸菌懸濁液 3 mlをCaco-2細胞に添加して 37℃で 1時間インキュベートした。
Caco-2細胞を PBSにて 3回洗浄し、その後 0.5 Mの NaClを含むように調整した PBS
にて 3回洗浄した。最後に、0.05% Triton X-100を添加した PBSにて Caco-2細胞に
接着した乳酸菌を回収し、回収した溶液を MRS プレートに播種して 37℃、48 時間微
好気培養して、プレートでカウントされた生菌数を回収された乳酸菌数とした。L-92
株において回収された乳酸菌数を 100％とした場合の回収率を、Caco-2 接着性として
計算した。 
 
４．２．５． 乳酸菌の表層タンパク質抽出と SDS-PAGE 
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 各 L. acidophilusの表層タンパク質は、5.5 M LiCl（Sigma）に菌体を懸濁して室温
にて 30分インキュベートして抽出し、10 mM Tris-HCl（pH 7.0）を用いて透析して
調製した。抽出したタンパク質を解析するために 5-15% グラジエントゲル（BioRad）
を用いて SDS-PAGE を行った。CBB 染色して得られた SlpA のバンドを Image J
（http://imagej.nih.gov/ij/）により解析し、各種 L. acidohilus株の SlpA量を数値化し
た。L-92株から抽出された SlpAの量を 100％とした場合の SlpA量（％）を計算した。 
 
４．３． 結果 
４．３．１． L-92株の刺激により変動した遺伝子群の解析 
 Caco-2 細胞に L-92 株を添加した場合には、未添加群の場合に比べて有意に（p < 
0.05）遺伝子の発現が変動しているものを見出した。さらに、L-92株の刺激により 1.25
倍以上変動した遺伝子群について、図 4.1 にまとめた。L-92 株の菌体と共培養 4 時間
後においては、コントロール群に比べて約 180 遺伝子の発現が減少し、12 遺伝子の発
現が上昇した（図 4.1、表 4.1）。具体的に、発現減少したのは、RNAスプライシング、
転写因子、接着、細胞分裂に関与する遺伝子群などであった。また、L-92 株を添加し
て 20時間に Caco-2細胞で発現上昇したのは、約 40遺伝子であった（図 4.1、表 4.2）。
発現上昇した遺伝子群は、細胞接着に関与するものが最も多く、続いてMAPキナーゼ
に関与する遺伝子群、膜貫通型タンパク質の構成遺伝子群、、免疫関連遺伝子群などで
あった。20 時間で最も多く変動した細胞接着に関与する遺伝子群としては、細胞の増
殖に関係する上皮成長因子であるアンフィレグリン、細胞接着因子であるインテグリン、
髪を構成するケラチン様タンパク質、マンノース結合型レクチンなどであった。L-92
株の菌体と20時間共培養することで、Caco-2細胞において発現上昇する遺伝子の中で、
多くが細胞表層に存在する遺伝子群であることは大変興味深い。 
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４．３．２． 8種類の L. acidophilusの Caco-2接着性と SlpA量の評価 
他の乳酸菌における報告において、菌体表層の SlpA が Caco-2 細胞への接着性に関
与するという結果が示されている 30。そこで、8 種類の L. acidophilus を用いて SlpA
の量と Caco-2細胞への接着性に関連性があるかどうか評価した。 
 L-92 株の Caco-2 接着性と SlpA 量をそれぞれ 100％とした場合において、縦軸に
Caco-2 接着性を、横軸に SlpA 量をとったプロット図を図 4.2 に示す。L-92 株よりも
Caco-2接着性の低い株は L-92株よりも SlpA量が少なく、L-92株よりも SlpA量が多
い株は L-92 株よりも Caco-2 接着性が高いことが示された。第 2 章で M 細胞上の
Uromodulin への結合性分子として着目した SlpA は、腸管上皮細胞への接着にも関与
する可能性が示唆された。 
 
 
４．４． 考察 
 本章の検討では、経口摂取により腸管に接着した L-92 株菌体が宿主の腸管上皮細胞
に与える刺激が、生体にどのような影響をもたらすかを探る目的で、腸管上皮細胞に見
立てた Caco-2細胞を用いて、L-92株が腸管上皮細胞に接触することで新たに引き起こ
される遺伝子の発現についてマイクロアレイ解析によって解析した。Caco-2 細胞への
接触後の初期応答と後期応答を調べるため、今回は L-92 株を添加して 4 時間後と 20
時間後の 2点において解析を行った。 
L-92 株の添加 4 時間後では特に RNA スプライシングや転写因子で発現減少した遺
伝子群が多かった。4 時間後においては、添加された L-92 株の菌体が細胞へ接着する
ものと考えられるが、Caco-2 細胞においてはこのプロセスがストレスとなり、各種の
遺伝子発現の抑制が起こった可能性がある。一方、20時間後では、その後 L-92株との
接触が続いたことにより、Caco-2 細胞がさらなる応答として、様々な遺伝子の発現を
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高めたと推測される。近年 L. salivarius UCC118株を用いて、Caco-2細胞への刺激に
おける発現遺伝子の解析結果が報告されている 66。この報告によれば、Caco-2 細胞と
の共培養によって、炎症誘導抑制因子や、いくつかのケモカインの誘導などが観察され
ている。興味深いことに、UCC118株の表層タンパク質のアンカリングに必要な酵素遺
伝子である srtA 遺伝子を欠損させた株の刺激では、乳酸菌の細胞接着に重要と考えら
れるムチン遺伝子の発現が減少することが報告されている。すなわち、乳酸菌の Caco-2
接着が刺激となり、乳酸菌と宿主細胞の親和性が高まる方向に Caco-2 遺伝子の発現が
強化される報告が行われている。本試験においても、L-92 株に応答して上昇した遺伝
子群には、細胞接着に関与する遺伝子群が多く見出された(表 4.2)。コラーゲンやラミ
ニン、フィブロネクチンなどの細胞接着に関与する分子が乳酸菌の接着に関与するとい
う報告があるが 37, 38、今回見出された細胞接着に関与する分子は乳酸菌の接着に関与す
るという報告はまだなく、L-92 株の腸管上皮細胞への接着に関与する分子の候補とな
り得るとも考える。 
 一方、Caco-2細胞に対する L-92株の親和分子に関しては、8種類の L. acidophilus
を用いて Caco-2 細胞への接着性を評価した結果、主要な表層タンパク質である SlpA
量と Caco-2細胞への接着性との間に関連性がある可能性が示唆された。Caco-2細胞に
対する乳酸菌の刺激に対する細胞応答を評価した L. salivarius の研究例では、評価に
用いた乳酸菌が SlpAを保有しないことから、乳酸菌表層の SlpA以外の因子が Caco-2
細胞に対して影響を与え、L-92 株の本実験とは異なる細胞応答が起こったものと考え
られるが、乳酸菌と宿主細胞が接着性を増すような方向でコミュニケーションを行って
いる可能性が示唆された。L. acidophilus NCFM株においては slpA欠損株は野生株と
比較して Caco-2 接着性が低下するという報告があり 35、本検討と同様の報告がなされ
ている。一方、L. acidophilus と近縁の L.crispatus においては表層タンパク質 CbsA
が Caco-2 細胞への接着性に関与するという報告があり 67、今後、接着性の低い株と高
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い株の比較や、異なる菌種による細胞刺激性の違いの比較、さらに、菌種に応じた応答
性の体系化などを通じて、乳酸菌成分と細胞応答性の理解が進むことが期待できる。 
 第 2 章での検討により、L-92 株の SlpA は、Uromodulin への結合性および M 細
胞からの取り込みに関与することが示されたが、本章での検討では腸管上皮細胞への接
着にも SlpAが関与することが新たに推察された。本章のマイクロアレイ解析のデータ
を確認しても Caco-2細胞においては Uromodulinの発現が極めて低いことから（デー
タ未掲載）、SlpA が結合する Caco-2 因子としては、未知の成分が関与している可能性
があるため、接着性に関与する細胞因子の解析が今後必要と考えられる。また、in vivo
における細胞表層の状態と培養細胞における分子の発現状況は異なる事が予想される
ため、in vivo における L-92の腸管接着関与成分の特定が今後の課題となる。 
このように、SlpAは、M細胞上の Uromodulinへの結合に関与するのみならず、腸
管上皮細胞上の別因子にも親和性を示すが、特定分子への特異的な親和性を示すのでは
なく、たとえば、疎水性の強い分子や糖鎖などの類似構造などの分子群への親和性によ
り、結合をしている可能性が考えられる。菌体表面に多量に存在するタンパク質である
ことから、宿主細胞や外部環境との接触機会も多く、宿主への影響に重要な役割を担っ
ている可能性があると考える。 
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図4.1 L-92株の菌体と接触した際のCaco-2細胞の応答プロファイル
4時間後と20時間後のL-92株に対する遺伝子発現変化をまとめた。
L-92株の菌体添加4時間後には、約180遺伝子が発現減少し12遺伝子
が発現上昇した。一方L-92株の菌体添加20時間後には、約40遺伝子
が発現上昇した。
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図4.2 L. acidophilusにおけるCaco-2接着性とSlpA量の関係
縦軸にCaco-2接着性（L-92比%）、横軸にSlpA量（L-92比%）をプロットし
た図を示す。L-92株よりもCaco-2接着性の低い株はL-92株よりもSlpA
量が少なく、L-92株よりもSlpA量が多い株はL-92株よりもCaco-2接着性
が高いことが示された。
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分類 遺伝子名 Genbank 変化（倍） p値
<Up-regulated genes>
Nucleosome structure histone cluster 1, H2bf BC056264 1.40 0.003
histone cluster 1, H2bh BC096116 1.34 0.005
histone cluster 1, H1c AK290947 1.30 0.006
histone cluster 1, H4d BC128104 1.31 0.001
histone cluster 1, H1b BC069101 1.31 0.010
Metabolism Cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1 U03688 3.51 0.000
TIMP metallopeptidase inhibitor 3 1.46 0.007
RNA synthesis Polymerase (RNA) I polypeptide E, 53kDa BC001337 1.33 0.000
Phagosome Coronin, actin binding protein, 2A BC011690 1.46 0.000
MAPKK family PDZ binding kinase AF237709 1.34 0.000
Transmembrane phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class K AF022913 1.31 0.002
Ubiquichnation Ubiquitin associated and SH3 domain containing B BC007541 1.40 0.006
<down-regulated>
RNA spliceosome, survailance small nucleolar RNA, H/ACA box 16A AK092096 -0.49 0.001
small nucleolar RNA, C/D box 13 pseudogene 2 X58060 -0.58 0.002
small nucleolar RNA, H/ACA box 38B (retrotransposed) -0.59 0.000
small nucleolar RNA, H/ACA box 75 -0.61 0.002
small nucleolar RNA, C/D box 15A -0.67 0.001
small nucleolar RNA, H/ACA box 70 AK027197 -0.75 0.001
small nucleolar RNA, H/ACA box 70B -0.76 0.004
small nucleolar RNA, H/ACA box 61 AK092096 -0.76 0.042
small nucleolar RNA, H/ACA box 51 -0.76 0.042
small nucleolar RNA, H/ACA box 67 AK296664 -0.77 0.006
nuclear pore complex interacting protein AK294177 -0.70 0.001
nuclear pore complex interacting protein AF132984 -0.74 0.002
nuclear pore complex interacting protein AK296338 -0.75 0.011
nuclear pore complex interacting protein AF132984 -0.76 0.003
nuclear pore complex interacting protein BC144439 -0.77 0.020
RNA binding motif protein 14 BC007641 -0.66 0.001
RNA binding motif protein 14 BC007641 -0.71 0.005
RNA binding motif protein 5 AF091263 -0.74 0.001
SMG1 homolog, phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase AB061371 -0.74 0.009
SMG1 homolog, phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase AF395444 -0.76 0.006
SMG1 homolog, phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase AF395444 -0.77 0.009
coiled-coil domain containing 82 AK313893 -0.67 0.000
WD repeat domain 52 AK002004 -0.70 0.022
pyridoxal-dependent decarboxylase domain containing 2 AK294177 -0.75 0.008
coiled-coil domain containing 142 BC143399 -0.75 0.001
Cell cycle chromosome 12 open reading frame 27 -0.47 0.001
chromosome 3 open reading frame 42 AF280797 -0.68 0.001
chromosome 6 open reading frame 134 BC047303 -0.70 0.009
chromosome 17 open reading frame 91 BX648321 -0.70 0.001
chromosome 20 open reading frame 29 BC043344 -0.71 0.001
chromosome 15 open reading frame 28 -0.73 0.002
chromosome 2 open reading frame 49 AK127661 -0.73 0.004
chromosome X open reading frame 40B L43578 -0.73 0.005
chromosome 19 open reading frame 6 DQ005958 -0.74 0.000
chromosome 6 open reading frame 64 BC022007 -0.75 0.004
chromosome 2 open reading frame 14 AK093281 -0.77 0.039
chromosome 17 open reading frame 88 AF143236 -0.76 0.016
表4.1 L-92株と接触4時間後にCaco-2細胞で発現変動した遺伝子（1/2）
シンボル
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Transcriptional regulator zinc finger protein 778 AK295122 -0.63 0.000
zinc finger and SCAN domain containing 16 BC004255 -0.76 0.006
zinc finger family member 767 BC047675 -0.76 0.013
zinc finger, BED-type containing 3 BC007239 -0.77 0.005
activating transcription factor 4 D90209 -0.76 0.000
activating transcription factor 5 AB021663 -0.74 0.004
ring finger protein 5 pseudogene 1 BC119741 -0.59 0.000
ring finger protein 5 pseudogene 1 BC111392 -0.65 0.000
Taste transduction (Bitter taste) taste receptor, type 2, member 14 BC103699 -0.62 0.017
taste receptor, type 2, member 20 BC100915 -0.65 0.013
taste receptor, type 2, member 31 BC117421 -0.67 0.023
taste receptor, type 2, member 4 BC130439 -0.68 0.039
taste receptor, type 2, member 19 BC101804 -0.74 0.031
taste receptor, type 2, member 3 BC095523 -0.76 0.041
Adhesion pathway mucin 12, cell surface associated -0.74 0.026
mucin 3B, cell surface associated AB038783 -0.72 0.008
Peroxisome solute carrier family 7, (cationic amino acid transporter, y+ system) AF252872 -0.69 0.001
solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system) BC028216 -0.71 0.000
solute carrier family 25, member 32 BC021893 -0.74 0.000
Meiosis G protein-coupled receptor 21 BC066885 -0.68 0.002
G protein-coupled receptor 75 AF072693 -0.74 0.016
Splicesome pathway splicing factor, arginine/serine-rich 1 BC033785 -0.77 0.001
splicing factor, arginine/serine-rich 6 AK300411 -0.74 0.003
Cytosolic DNA sensing pathway transmembrane protein 80 BC008671 -0.63 0.000
transmembrane protein 88 BC057812 -0.76 0.009
Cytokine production interleukin 17 receptor B AF208111 -0.77 0.024
Neurone interaction gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, epsilon BC026337 -0.65 0.011
Others protease, serine, 35 AY358661 -0.44 0.001
FRSS1829 AY358798 -0.46 0.005
oculomedin AF142063 -0.51 0.003
microRNA 221 -0.58 0.013
nuclear receptor coactivator 5 BC140836 -0.60 0.000
ankyrin repeat domain 36B BC125132 -0.60 0.002
transient receptor potential cation channe -0.60 0.007
family with sequence similarity 106, member A -0.62 0.001
IGYY565 BC040288 -0.62 0.005
family with sequence similarity 106, member A -0.62 0.001
F-box protein 9 AK095307 -0.63 0.003
family with sequence similarity 106, member C pseudogene -0.63 0.002
GALI1870 AY358688 -0.66 0.004
F-box protein 17 AK021860 -0.75 0.008
表4.1 L-92株と接触4時間後にCaco-2細胞で発現変動した遺伝子（2/2）
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分類 遺伝子名 genesymbol 変化（倍） p値
<Up-regulated>
Cell adhesion carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 7 X98311 1.615 0.0082
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 J03858 1.509 0.0012
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5 M29540 1.452 0.0093
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 BC005008 1.401 0.0074
amphiregulin BC009799 1.567 0.0053
amphiregulin BC009799 1.315 0.0041
integrin, alpha 2 1.310 0.0071
integrin, alpha 6 BC136455 1.265 0.0119
similar to keratin 18 1.359 0.0009
mannose-binding lectin (protein C) 2, soluble (opsonic defect) X15422 1.279 0.0069
leucine rich repeat containing 66 1.360 0.0081
keratin 20 BC031559 1.330 0.0043
MAP kinase pathway dual specificity phosphatase 6 BC005047 1.309 0.0029
dual specificity phosphatase 5 BC062545 1.304 0.0006
small Cajal body-specific RNA 22 1.460 0.0003
small Cajal body-specific RNA 13 1.301 0.0047
cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 BC023019 2.076 0.0003
G protein-coupled receptor, family C, group 5, member A AK122672 1.266 0.0055
sprouty-related, EVH1 domain containing 1 BC137480 1.433 0.0009
Transmembrane protein matrix metallopeptidase 15 (membrane-inserted) BC036495 1.389 0.0029
transmembrane channel-like 7 BC036205 1.373 0.0089
homeobox B9 BC015565 1.495 0.0004
Transmembrane protein ENSP00000340100 1.337 0.0132
Immune related pathway Fc fragment of IgE M33195 1.428 0.0048
immunoglobulin heavy constant delta BC021276 1.356 0.0016
immediate early response 3 BC005080 1.274 0.0140
ERBB receptor feedback inhibitor 1 BC025337 1.272 0.0026
Metabolism chromosome 10 open reading frame 54 AY358379 1.305 0.0119
chromosome 17 open reading frame 78 BC034672 1.275 0.0013
histone cluster 1, H2ai BC112254 1.332 0.0090
DNA binding ets variant 4 BC016623 1.325 0.0098
Inflammation acyloxyacyl hydrolase (neutrophil) BC025698 1.311 0.0146
protein synthesis ribosomal protein S3A L13802 1.652 0.0099
Others 2',5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa AY730627 1.273 0.0002
ankyrin repeat domain 1 (cardiac muscle) BC018667 1.428 0.0065
tescalcin AK000614 1.255 0.0048
glutathione peroxidase 2 (gastrointestinal) BC005277 1.350 0.0024
carbonic anhydrase XII AF051882 1.328 0.0002
WNK lysine deficient protein kinase 4 BC136664 1.392 0.0040
serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1) BC010860 1.333 0.0060
ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1 M14758 1.466 0.0097
transforming, acidic coiled-coil containing protein 1 AF049910875 1.285 0.0030
similar to hCG2042717 1.565 0.0038
recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J region D14041 1.279 0.0108
serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1) BC042628 1.499 0.0056
mannosyl (beta-1,4-)-glycoprotein beta-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase BC113383 1.456 0.0023
表4.2 L-92株と接触20時間後にCaco-2細胞で発現変動した遺伝子
シンボル
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第５章 総合討論 
 
５．１． 結果まとめ 
 L-92 株は免疫調節作用を有する乳酸菌で、そのアレルギー緩和作用や感染防御作用
がヒト試験や動物試験によって明らかにされていたものの、L-92 株の宿主の腸管免疫
系への初期の作用経路や、L-92 株が腸管免疫系において影響を与える上での重要性、
さらにはその経路が乳酸菌によって異なる免疫調節作用を示すことへの説明になるこ
となど、全く明らかされていなかった。本研究では、小腸パイエル板の抗原取り込みに
特化した M 細胞に着目して、M 細胞から L-92 株が取り込まれて、上皮細胞で区切ら
れた体内側に存在する樹状細胞に貪食されるものと考え、M 細胞を介した経路からの
アクセスの可能性に関して共焦点顕微鏡にて観察し、実証することに成功した。また、
M 細胞に特異的な分子がその取り込みに関与する可能性があるとの仮説を立て、関与
分子として Uromodulinの重要性を実証した。また、乳酸菌側の関与因子としては、表
層分子のプロテオーム解析などにより、特徴的な分子として、表層タンパク質 SlpAが
重要な役割を果たしている可能性を示すことが出来た。 
 具体的には、まず第 2章で L-92株が小腸パイエル板のM細胞から取り込まれ、その
下の樹状細胞に受け渡されることを確認した。さらに、L-92株のM細胞からの取り込
みには、M 細胞に発現する Uromodulin タンパク質が関与することを明らかにした。
また、Uromodulin タンパク質への結合および M 細胞からの取り込みにおいて、L-92
株の表層タンパク質 SlpAが重要な役割を担うことも明らかとした。動物実験による免
疫応答を解析した結果、Uromodulin と SlpA のそれぞれが免疫応答に必要であること
も示され、Uromodulinと SlpAを介したM細胞からの取り込みが、実際に免疫調節に
関与することも明らかとした。同種の乳酸菌で比較実験を行った結果、同じ L. 
acidophilus においても株によって SlpA の量が異なることを見出し、その理由は菌体
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構造により SlpAの保持しやすさが変わるためと示唆された。 
 続いて第 3 章では、L-92 株に対する免疫応答について、マクロファージ様に分化さ
せた THP-1 細胞を用いて L-92 株に対する応答をマイクロアレイ解析によって応答初
期と後期に分けて解析し、Th1/Th2 バランスの調節や Tregの誘導、NK 活性の上昇を
引き起こすまでの一連の応答を推察した。 
 第 4章では、Caco-2細胞を用いて、L-92株に接触した際の応答をマイクロアレイ解
析によって調べた結果、特に細胞接着に関与する分子の発現が上昇していた。さらに、
小腸上皮細胞への接着にSlpAが関与することも見出し、L-92株の表層タンパク質SlpA
は M 細胞の取り込みに関与するだけではなく、腸管全体における親和性に関与する可
能性を見出した。 
 本研究で得られた知見のまとめを図 5.1に示す。 
 
５．２． 課題と今後の展望 
 本研究で、L-92株の表層タンパク質 SlpAがM細胞上に発現するUromodulinに結
合することが、腸管免疫系への作用に重要であることを示した。SlpA を持つ乳酸菌は
Uromodulin 結合を介して M 細胞から取り込まれ、樹状細胞へ貪食される機会が増え
るという点で、SlpA を持たない乳酸菌と比較すると効果的に腸管免疫系に作用するこ
とができると考える。乳酸菌の菌種、菌株によって樹状細胞やマクロファージの認識や
サイトカインの産生プロファイルなどが異なるという報告もあり 68、樹状細胞の応答性
という面でもどのような免疫調節能を有する乳酸菌かという検証やスクリーニングは
必要と考えられる。しかしながら、まずは乳酸菌が樹状細胞に到達しないとサイトカイ
ンの産生なども起こらないと考えられるため、M 細胞からの取り込まれやすい乳酸菌
を選抜するという方法が有効だと考える。M 細胞から取り込まれやすい乳酸菌を選抜
するために、乳酸菌毎に動物実験を行うのも一つの方法ではあるが、今回、Uromodulin
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の結合性が乳酸菌の M 細胞からの取り込みに関連するということを見出したので、本
研究で行ったような in vitroの方法を用いてUromodulin結合性を比較することで、効
率よく M 細胞から取り込まれやすい乳酸菌を選抜出来ると考える。この in vitro の
Uromodulin 結合性は、96 穴プレートで比較解析が可能であることからも、ハイスル
ープットに M 細胞から取り込まれやすい乳酸菌を選抜する方法としても有用であると
考える。 
 今回、LiCl処理とプロテオーム比較解析から、重要分子としてSlpAに着目したが、
今後SlpA欠損株を作製することによって、SlpAの重要性を直接的に証明することが可
能となると考える。しかしながら、L. acidophilus NCFM株の報告69, 70によると、SlpA
の欠損株では別の表層タンパク質であるSlpBが発現するため、純粋にSlpA欠損の評価
を行うのは難しい可能性もあるため、部分欠損や挿入といった手法を組み合わせる必要
があるのかもしれない。 
今後は、表層タンパク質を有する乳酸菌を指標とすることで、免疫調節作用を有する
乳酸菌を見つけ出せる可能性もあると考える。乳酸菌の中には表層タンパク質を有する
ものが複数種類存在し、第 2章の考察でも示したように、過去の動物実験と照らし合わ
せてみると、アレルギーモデルマウスにおける IgE 抑制に関与しているのは、表層タ
ンパク質を有するとされる乳酸菌であり、表層タンパク質を有する乳酸菌の有用性が示
唆された。しかしながら、表層タンパク質を有する乳酸菌と in vitro, in vivoの免疫応
答の関連性における検討は十分ではなく、今後の課題と考える。また、今回の検討では
L-92 株の SlpA のどの部分が Uromodulin 結合に関与するのかという点についても課
題として残している。乳酸菌の表層タンパク質はアミノ酸配列が種によって異なるとの
報告があるが 24、表層タンパク質を有する乳酸菌は全て M 細胞から取り込まれやすい
のか、あるいは特定の配列を持つ表層タンパク質を持つ乳酸菌が M 細胞から取り込ま
れやすいのかなど、今後検証していきたい。SlpAは 444アミノ酸からなるタンパク質
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であるが、全長のアミノ酸配列でホモロジー検索すると、L. acidophilusとその近縁種
が見出される。L. acidophilus とその近縁種については M 細胞から取り込まれやすい
ことが推察されるが、今後 Uromodulinに結合性を示す特定の断片配列が解明されれば、
より効率的に M 細胞から取り込まれる乳酸菌を、ホモロジー検索により推察すること
ができると期待できる。SlpAタンパク質は C末端側が菌体結合に関与するとされてい
るため、N 末端側のシグナルペプチドを除く中間部分の推定機能領域に Uromodulin
結合に関与する部分があるのではないかと考えているが、それを明らかにするためには
抗体のエピトープ解析のような手法や、形質転換により SlpA改変体を多数作出して結
合性を評価する手法などを試みる必要があると考えており、今後取り組みたい。 
 SlpA を抽出して蛍光ビーズに結合させると、パイエル板内部へのビーズの取り込み
量が上昇するという結果が得られたが、この知見を活かして、機能性食品や医薬品に
SlpA を結合させることで腸管取り込みを促進できると考える。今回は蛍光ビーズを用
いた実験だったので生体の免疫応答は評価しなかったが、機能性食品や医薬品などに
SlpA を結合させることで効率的に生体の免疫調節が可能かどうか評価して、将来的に
はドラッグデリバリーシステムなどに応用展開していきたいと考える。これまでに M
細胞の分子を標的とする病原菌のタンパク質を使用した経口ワクチンなどが開発検討
されているが、乳酸菌由来の SlpAが使用できれば、より安全性の高い素材として有用
である。また、SlpAは L-92株の中でも多量に発現しているタンパク質であるため、大
腸菌による異種発現系などを構築しなくても L-92 株の菌体から直接 SlpA を効率よく
取得できる利点もあり、SlpAの素材としての活用も将来的には検討したいと考える。 
 SlpAは、Caco-2細胞への接着性にも関与することが示唆された。表層タンパク質は、
その機能として菌体保護や菌形維持、外部からの物質の吸着や取り込みに関与する一方
で、生体の親和性を示すという報告もあり、その機能は様々な説が報告されている。乳
酸菌にとって多くのエネルギーを使って表層タンパク質を多量に発現し、菌体表面に局
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在させる目的は依然謎が多いが、SlpAはM細胞の Uromodulinのみではなく腸管上皮
細胞全体にも親和性を示すことが示唆され、結果的に SlpA を保有することで L-92 株
が宿主の腸管全体に作用している可能性も考えられた。L-92株が SlpAを有する本来の
目的や、SlpAを獲得した進化的な意義を明らかにできれば、L-92株についてより知見
が深まるかもしれない。 
 最後に、L-92株を用いたヒト試験のデータを見ると、L-92株による免疫調節されや
すさについて個人差があることがわかる。その個人差には、遺伝的要因や環境的要因、
食生活やストレスなど様々な要因が絡むと考えられるため、L-92 株の摂取による応答
性にバラつきがでるのは当然であるとも考えられる。しかしながら、L-92 株に対する
免疫応答の個人差について、今回の知見を元に今後考察を深めていきたい。Uromodulin
をコードする遺伝子の変異が腎臓疾患に関与するとの報告もあり 71、ここからは推測に
過ぎないが、Uromodulin 遺伝子変異は M 細胞に発現する Uromodulin タンパク質へ
も反映されるため、Uromodulin の配列やあるいは発現量などにも個人で違いがあり、
それが L-92 株に対する免疫応答性の違いに表れている可能性もあるのではないかと考
えており、関連性を検証してみたい。関連性を見出すことができれば、個人の
Uromodulin 配列や発現量、発現パターンなどに応じて L-92 株や他の乳酸菌などをオ
ーダーメイドで調整することも、将来的に可能にできるかもしれない。 
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小腸上皮
M細胞
樹状細胞
MHCII B7-H1
B7-H2
CD80/CD86
SlpA Uromodulin
L-92株
接着性
分子
IL-12 IDO1
NK活性上昇 Th1/Th2バランスの調節
Treg誘導
T細胞への
アポトーシス誘導
感染防御 アレルギー症状の緩和
図5.1 本研究で得られた知見のまとめ
L-92株がUromodulin、SlpAを介してM細胞から取り込まれ、樹状細胞
に受け渡される。樹状細胞ではL-92株の刺激により、Th1/Th2バランス
の調節やTreg誘導、T細胞へのアポトーシス誘導に関連する分子が発
現してアレルギー症状の緩和につながり、NK活性上昇に関連する分
子が発現して感染防御につながる。小腸上皮への接着性にもSlpAが
関与し、L-92株の刺激により小腸上皮において接着性分子の発現が
上昇する。
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略語 
 
OVA  Ovalbumin 
Ig  Immunoglobulin 
Th1  1型ヘルパーT細胞 
Th2  2型ヘルパーT細胞 
TARC  Thymus and activation-regulated chemokine 
Treg  制御性 T細胞 
TGF-  Transforming growth factor 
CD  Cluster of differentiation 
IFN-  Interferon 
IL  Interleukin 
B7-H1  Human B7 Homolog 1 
B7-H2  Human B7 Homolog 2 
NK  Natural Killer  
RANKL  receptor activator of NF-B ligand 
GP2  Glycoprotein 2 
Hsp  Heatshock protein 
PrPc  Cellular prion protein 
GPI  glycosylphosphatidylinositol 
SPF  Specific Pathogen Free 
Umod-/-  Uromodulin欠損マウス 
Umod+/+  Uromodulin保有マウス 
Slp  Surface layer protein  
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mUmod-Fc Fcフラグメント融合マウス Uromodulinタンパク質 
mGP2-Fc Fcフラグメント融合マウス GP2タンパク質 
mPrPc-Fc Fcフラグメント融合マウス PrPcタンパク質 
hIgG  ヒト IgGタンパク質 
LiCl  塩化リチウム 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel Electrophoresis 
CBB  Coomassie Brilliant Blue 
FBS  Fetal bovine serum 
LiCl-L92 LiCl処理した L-92株 
LiCl-CP23 LiCl処理した CP23株 
Cy3-SlpA Cy3標識した SlpA 
DapA  Dihydrodipicolinate synthase 
AVA  アラニン・バリン・アラニン配列 
DMSO  Dimethyl sulfoxide 
IPA  Ingenuity Pathways Analysis 
qPCR  Quantitative polymerase chain reaction 
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論文の内容の要旨 
 
論文題目  乳酸菌 Lactobacillus acidophilus L-92 株の腸管免疫系への作用と関
連分子の解析 
 
氏名  柳原 沙恵 
 
 
 
 
１．背景・目的 
 Lactobacillus acidophilus L-92株 (L-92株)は、アレルギーモデルマウス実験におい
て IgE 産生抑制作用の高い乳酸菌として選抜され、ヒトにおいても花粉症、通年性ア
レルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎に対する症状の改善効果が確認されている。また最
近では、免疫賦活効果による感染防御効果も確認されている。L-92 株の作用メカニズ
ムは、Th1/Th2バランス改善や制御性 T細胞 (Treg) 誘導によりアレルギー症状緩和効
果を、炎症性サイトカイン産生誘導や NK活性上昇により感染防御効果を示すものと推
測されているが、生体へ作用する経路や菌体上の特徴などに関しては不明な点が多い。 
そこで、本研究では、L-92 株の免疫調節作用について特に着目し、乳酸菌の免疫細
胞への作用という視点で、L-92株の腸管免疫系への作用経路を明らかにするとともに、
L-92 株の重要分子を探索した。また、それらの分子が乳酸菌の免疫調節においてどの
ような役割を果たすのかについて解析した。さらに、L-92 株が腸管全般に対してどの
ような影響するのかに関しても、培養細胞を用いた遺伝子発現解析からの考察を試みた。 
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２．L-92株の小腸パイエル板からの取り込みと関連分子の解析 
経口摂取されて腸管に到達した L-92 株が免疫調節作用を発揮するためには、腸管免
疫系を主に担っている小腸パイエル板へ L-92 株の菌体が取り込まれて体内の樹状細胞
へ接触することが重要なのではないかと考えて、小腸パイエル板の濾胞上皮に存在する
“M 細胞”と呼ばれる抗原取り込みに特化した細胞に着目をして研究を行った。その
結果、L-92 株の菌体は M 細胞からパイエル板内部に取り込まれ、さらに M 細胞の下
部に存在する樹状細胞へと貪食される様子を観察することに成功した。 
続いて、M 細胞特異的に発現するタンパク質が様々な菌の取り込みに関与するとい
う報告が近年なされていることから、その中でもGPIアンカー型タンパク質に着目し、
L-92株との結合性を評価した。その結果、L-92株は Uromodulinタンパク質に結合性
を示すことが明らかとなり、さらに in vivoにおいても Uromodulinが L-92株のM細
胞からの取り込みに関与することが示された。乳酸菌側の因子では、L-92 株を塩化リ
チウム処理すると Uromodulinの結合性が低下することや、Uromodulin結合性の低い
CP23 株とのプロテオーム比較解析により、L-92 株の表層タンパク質 Surface layer 
protein A（SlpA）がM細胞からの取り込みに関与することが示唆された。また、in vivo
の生体応答として脾臓の NK活性を評価した結果、Uromodulinと SlpAの両方が重要
であることが示唆され、L-92 株が免疫調節作用を発揮するためには Uromodulin と
SlpAを介して菌体がM細胞から取り込まれ、樹状細胞へ貪食されることが重要である
ことが推察された。 
さらに、菌体表層に SlpA が少ない CP23 株と L-92 株を詳細に比較し、菌体表面の
SlpA量の違いが何に起因するのかを調べた。その結果、L-92株と CP23株で遺伝子配
列や mRNA 転写量に違いは見られなかったが、外から添加した SlpA の菌体への結合
性に違いが見られ、L-92株は CP23株と比較して SlpAを保持しやすい構造を有してい
ることが示唆された。 
96 
 
 
３．L-92株の免疫細胞への作用の解明 
M細胞から取り込まれたL-92株の菌体が樹状細胞に接触した際の免疫応答を解析し、
免疫調節メカニズムを推察するために、in vitro でマクロファージ様に分化させた
THP-1細胞を用いて、L-92株と共培養した場合にどのような遺伝子発現が起こるのか
をマイクロアレイにより解析した。その結果、L-92 株との共培養初期には、サイトカ
インなどが主に発現上昇し、共培養 24 時間後ではそれらのサイトカインに加えて、転
写因子、酵素、細胞膜受容体などが主に発現上昇した。さらに、T細胞に情報伝達する
際に重要な役割を担うとされる抗原提示分子や補助刺激分子の発現上昇もみられ、
Th1/Th2 バランスの調節や Treg 誘導、感染防御に関与する分子として IL-12、IDO1
などを見出した。L-92株が小腸パイエル板でM細胞から取り込まれて樹状細胞に接触
することで、T 細胞に効率的に刺激を伝えて Th1/Th2 バランスを調節してアレルギー
症状の抑制や感染防御に関与することが、そして Tregを誘導することで T細胞応答を
抑制して炎症および、アレルギー症状を抑制することが示唆された。 
 
４．L-92株の腸管上皮への作用の解明 
L-92 株を経口摂取した場合に、免疫系のみならず消化管に対しても様々な刺激を与
えるものと考え、小腸上皮に与える影響を推測する目的で、Caco-2細胞を用いた L-92
株の作用に関してマイクロアレイ解析により遺伝子の変動を評価した。小腸上皮細胞様
に分化させた Caco-2 細胞に、L-92 を添加した場合の Caco-2 細胞の遺伝子発現の変化
を比較した結果、L-92株添加に対する初期応答としては、RNAスプライシングや細胞
増殖に関連する遺伝子群の発現が抑制され、後期では細胞接着などに関連する細胞表面
分子の発現が上昇していた。また、Caco-2 細胞への結合性を様々な L. acidophilus で
比較した結果、M細胞からの取り込みにおいて重要分子として見出された SlpAの量と
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Caco-2細胞への接着性には関連性が見られ、腸管上皮細胞への接着に関しても SlpAが
重要な役割を果たしている可能性が考えられた。 
 
５．まとめ 
L-92 株は免疫調節作用を有する乳酸菌で、そのアレルギー緩和作用や感染防御作用
がヒト試験や動物試験によって明らかにされていたものの、L-92 株の宿主の腸管免疫
系への初期の作用経路や、L-92 株が腸管免疫系において影響を与える上での重要性な
どはこれまで明らかにされていなかった。本研究では、L-92 株が腸管免疫系に作用す
るための経路として、L-92株がM細胞を介して樹状細胞に貪食される経路を初めて示
した。さらには、M細胞に特異的に発現する分子 Uromodulinと、L-92株の表層タン
パク質 SlpA が M 細胞を介した腸管免疫系へのアクセスに重要な役割を果たすことを
示し、乳酸菌のM細胞からの取り込みに関する分子メカニズムを初めて明らかにした。
M 細胞から取り込まれた L-92 株の菌体は樹状細胞に貪食されて、L-92 株の刺激によ
り樹状細胞がTh1/Th2バランスの調節やTregの誘導に関わるような免疫応答を引き起
こすことも分子レベルで推察した。L-92 株の刺激により、腸管上皮細胞に接着関連分
子の発現が誘導され、M細胞の取り込みに関与する表層タンパク質 SlpAが腸管上皮細
胞への接着性に関与することを示唆し、L-92 株の腸管全体における作用についても考
察するとともに、L-92株の表層タンパク質 SlpAが腸管内での生理機能発現の違いを説
明する上での重要な特徴であることを明らかにした。 
本研究で得られた知見は、Uromodulin結合性を指標とした免疫調節作用の高い乳酸
菌の選抜や、SlpA を用いて腸管免疫系を標的としたドラッグデリバリーシステムへの
応用も期待でき、食品・医薬品分野へ展開できる可能性からも大変意義があると考える。 
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